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Positiv-Negativ-Selektion bei der homologen Rekombination 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Einfuhrung einer fremden DNA in 
das Genom einer Zielzelle durch homologe Rekombination sowie fur die 
homologe Rekombination geeignete DNA-Konstrukte. 

Verfahren zur Einfuhrung f remder DNA in das Genom eukaryontischer Zellen 
durch homologe Rekombination sind bekannt (siehe z.B. WO 90/11354, 
WO 91/09955). Dabei wird eine Ausgangszelle mit einem DNA-Konstrukt 
transfiziert, welches mindestens eine, vorzugsweise zwei DNA-Sequenz- 
abschnitte enthalt, die homolog zu Bereichen des Genoms der zur trans- 
fizierenden Zelle sind, ein positives Selektionsmarkergen und gegebenenfalls 
ein negatives Selektionsmarkergen. Weiterhin kann das DNA-Konstrukt eine 
heterologe Expressionskontrollsequenz enthalten, wenn ein in der trans- 
fizierten Zelle normalerweise stummes Gen aktiviert werden soil. Die 
transfizierten Zellen werden unter Bedingungen kultiviert, bei denen eine 
Selektion auf das Vorhandensein des positiven Selektionsmarkergens 
stattfindet, welches bei Expression zu einem selektierbaren Phanotyp fuhrt. 

Um Zellen, in denen eine homologe Rekombination stattgefunden hat, von 
Zellen zu unterscheiden, in denen nur eine zufallige Integration des Vektors 
in das Genom der Wirtszelle erfolgt ist, zu unterscheiden, erfolgt ublicher- 
weise ein zweiter Selektionsschritt. Hierzu verwendet man ein negatives 
Selektionsmarkergen, wie etwa das HSV-Thymidinkinasegen (HSV-TK), bei 
dessen Vorhandensein Zellen in Gegenwart eines Selektionsmitteis, z.B. 
Ganciclovir, zerstort werden. Bei homologer Rekombination verliert die Zelle 
das HSV-Thymidinkinasegen, so dafc Zellen gegenuber Ganciclovir resistent 
sind. Zellen, in deren Genom der Targetingvektor durch zufallige, nicht- 
homologe Integration eingebaut wurde, verlieren das HSV-TK-Gen nicht und 
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sind deshalb sensitiv gegenuber Ganciclovir. Fur diese Art der Selektion 
durch HSV-TK/Ganciclovir werden vorzugsweise Zellen benutzt, die kein 
funktionsfahiges Thymidinkinasegen enthalten (z.B. CEM tk" von Ogden 
Bioservices Corp., Rockville MD, USA, Kat. Nr. 491). 

Andere fur die homologe Rekombination verwendete Wirtzellen besitzen 
jedoch ein eigenes Thymidinkinasegen. Dieses zellulare Thymidinkinasegen 
verursacht aber bei der negativen Selektion Hintergrundproblsme. So kann 
es beispielsweise beim Screening zum Verlust von homolog rekombinierten 
Klonen kommen. Ahnliche Probleme treten auch bei anderen negativen 
Selektionsmarkergenen auf, die fur ein Genprodukt kodieren, gegen dessen 
Expression nach der Transfektion selektioniert werden mu&. 

Die Verwendung von an der Zelloberfiache lokalisierten Polypeptiden als 
positiver Transf ektionsmarker ist bekannt. So beschreibt z.B. WO 95/06723 
ein Verfahren zur Markierung von Zellen unter Verwendung eines partiell 
deletierten Zelloberflachenrezeptorgens. 

Zur Vermeidung der bei den bisher verwendeten negativen Selektions- 
markergenen auftretenden Problem wird erfindungsgemalS ein negatives 
Selektionsmarkergen verwendet, welches fur ein an der Zelloberfiache 
lokaiisiertes Polypeptid kodiert. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren zur 
Einfuhrung von Fremd-DNA in eine Wirtszelle durch homologe Rekom- 
bination, wobei die Wirtszelle mit einem rekombinanten Vektor transfiziert 
wird, umfassend zwei fiankierende, zu einer Zielsequenz im Genom der 
Wirtszelle homologe Nukleotidsequenzen, innerhalb derer sich eine fur einen 
positiven Selektionsmarker kodierende Nukleotidsequenz befindet, und 
auSerhalb der f lankierenden Sequenzen eine fur einen negativen Selektions- 
marker kodierende Nukleotidsequenz, wobei die fur den positiven und den 
negativen Selektionsmarker kodierenden Nukleotidsequenzen jeweils 
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operativ verknupft sind mit einer in der Wirtszelle aktiven Expressionskon- 
trollsequenz, wobei man als negatives Selektionsmarkergen mindestens eine 
fur ein an der Zelloberflache lokaiisiertes Polypeptid kodierende Nukleotidse- 
quenz verwendet, so daB nach einer Integration des DNA-Konstrukts durch 
homoioge Rekombination in das Genom der Zelle das negative Selektions- 
markergen nicht exprimiert wird und nach einer zufalligen Integration des 
Vektors in das Genom der Zelle das negative Selektionsmarkergen 
exprimiert und dessen Genprodukt auf der Zelloberflache prasentiert wird. 

Erf indungsgemafc wird somitzur Vermeidung eines negativen Selektionsver- 
fahrens, bei dem man mit einem fur die Zelle toxischen Selektionsmittel 
arbeitet, ein fur ein oberflachenlokalisiert.es Polypeptid kodierendes 
negatives Selektionsmarkergen an einer entsprechenden Stelle in den Vektor 
fur die homoioge Rekombination eingesetzt. Vorzugsweise verwendet man 
ein negatives Selektionsmarkergen, weiches fur ein in der Wirtszelle 
norrnalerweise nicht vorkommendes Polypeptid kodiert. 

Durch das erfindungsgemaSe Verfahren treten Probleme mit der Toxizitat 
Oder mit Hintergrundsignalen, wie sie im Fall der TK-Selektion beschrieben 
sind, nicht auf. Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, 
daB die Anzahl an transfizierten Zellen, die auf die Expression des Zielgens 
hin untersucht werden mussen, deutlich erniedrigt wird. 

Die Wirtszelle ist vorzugsweise eine eukaryontische Zelle, besonders 
bevorzugt eine Saugerzelle und am meisten bevorzugt eine humane Zelle. 

Zur Identifizierung und Isolierung von Zellen, in denen eine homoioge 
Rekombination stattgefunden hat, fiihrt man erfindungsgemafi einen 
Selektionsschritt auf das Vorhandensein des positiven Selektionsmarkergens 
und einen weiteren Seiektionsschritt auf die Abwesenheit des negativen 
Selektionsmarkergens durch. 
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Der Selektionsschritt auf das Vorhandensein des positiven Selektions- 
markergens kann auf ubliche Weise erfolgen. AIs positives Selektions- 
markergen kann man dabei ein beliebiges, insbesondere fur eukaryontische 
Zellen geeignetes Selektionsmarkergen verwenden, welches bei Expression 
zu einem seiektierbaren Phanotyp fuhrt, z.B. Antibiotikumresistenz, oder 
Auxotrophic. Vorzugsweise werden Antibiotikumresistenzgene verwendet, 
z.B. das Neomycin-, Kanamycin-,Geneticin- oder Hygromycin-Resistenzgen. 
Ein besonders bevorzugtes positives Selektionsmarkergen ist das Neomycin- 
phosphotransferasegen. 

Das fur das erfindungsgema&e Verfahren verwendete negative Selektions- 
markergen kodiert fur ein Genprodukt, welches an der Oberflache der 
Wirtszelle prasentiert wird, vorzugsweise fur ein membranstandiges 
Polypeptid. Bevorzugte Beispiele fursolche membranstandigen Polypeptide 
sind etwa der LNGF-, der CD24-, der LDL- oder der trk-Rezeptor oder ein 
membranstandiges, die Ligandenbindedomane des jeweiligen Rezeptors 
enthaltendes Rezeptorfragment. Geeignete Rezeptorfragmente, bei denen 
die intrazellulare Domane vollstandig oder teilweise deletiert ist oder auf 
solche Weise modifiziert ist, daB der an der Oberflache prasentierte 
Rezeptor keine Signaltransduktion bewirken kann, sind in WO 95/06723 
beschrieben. Ein besonders bevorzugtes Beispiel fur ein solches Rezeptor- 
fragment ist eine Deletionsmutante des LNGF-Rezeptors (dLNGFR), bei der 
es sich um ein Fragment des humanen niedrigaffinen Rezeptors des 
Nervenwachstumsfaktors handelt, dessen intrazellulare und signaltrans- 
duzierende Domane deletiert wurde (WO 95/06723). 

In Abbildung 1 ist schematisch das Prinzip der homologen Rekombination 
unter negativer Selektion durch dLNGFR gezeigt. Dieses Selektionsprinzip 
kann selbstverstandlich auch auf andere, fur oberflachenassoziierte 
Polypeptide kodierende Selektionsmarkergene iibertragen werden. AIs 
rekombinanter Vektor wird ein Plasmid verwendet, welches zwei flankie- 
rende zur gewunschten Zielsequenz homologe Nukleinsaureabschnitte {HR1 , 
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HR2) und dazwischen das positive Selektionsmarkergen das Neomycinresi- 
stenzgen (NeoR) enthalt. Aufcerhalb der beiden fiankierenden homologen 
Nukleotidsequenzen ist auf dem Piasmid eine fur dLNGFR kodierende 
Nukleotidsequenz angeordnet. 

Bei einer homoiogen Rekombination mit einer Region im Bereich des 
Zielgens (HR) erfoigt eine Integration der Regionen HR1, NeoR und HR2 in 
das Genom. Die fur dLNGFR kodierende Sequenz wird hingegen nicht in das 
Genom integriert. tm Unterschied dazu bleibt bei einer zufalligen Integration 
des Plasmids im Genom der Wirtszelle das dLNGFR-Gen in expressions- 
fahiger Form erhalten. 

Die erfindungsgemafce Selektion auf die Abwesenheit des negativen 
Selektionsmarkergens in der transfizierten Wirtszelle umfasst vorzugsweise 
die Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der transfizierten Zelle mit einem Bindemoiekul, das 
an das Genprodukt des negativen Selektionsmarkergens bindet, und 

(b) Abtrennen der das gebundene Bindemoiekul enthaltenden Zellen. 

Als Bindemolekule werden Substanzen verwendet, die eine spezifische und 
vorzugsweise hochaffine Bindung mit dem negativen Selektionsmarker 
eingehen konnen. Vorzugsweise werden solche Bindemolekule verwendet, 
die keine storende Kreuzreaktivitat mit anderen Oberflachenkomponenten 
der Wirtszelle aufweisen. Beispiele fur Bindemolekule sind Antikorper, z.B. 
polyklonale oder monoklonale Antikorper, Antikorperfragmente etc., die 
gegen das Genprodukt des negativen Selektionsmarkergens gerichtet sind. 
Geeignete Antikorper gegen dLNGFR sind beispielsweise aus WO 95/06723 
bekannt. Bei Verwendung eines Rezeptors als negativen Selektionsmarker 
kann als Bindemoiekul selbstverstandlich auch ein naturlicher Bindepartner 
des Rezeptors, z.B. der Rezeptorligand, oder ein Analogon davon verwendet 
werden. Ein Beispiel fur einen solchen Rezeptorliganden sind NGF als Ligand 
von LNGFR. 
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Um die Abtrennung der mit dem negativen Selektionsmarker markierten 
Zellen zu erleichtern, kann man ein Bindemolekul verwenden, welches an 
eine Festphase gekoppelt ist, wobei diese Koppelung durch Adsorption, 
kovalente Bindung oder uber ein hochaffines Bindepaar (z.B. Streptavidin/- 
Biotin) erfolgen kann. Die Art der Festphase ist fur das erfindungsgemalie 
Verfahren im allgemeinen nicht kritisch, vorzugsweise werden solche 
Festphasen verwendet, die eine leichte Abtrennung der den negativen 
Selektionsmarker pra-sent-ierenden Zellen von unmarkierten Zellen er- 
moglichen. Die Festphase kann daher beispielsweise in Form einer 
Chromatographiesaule voriiegen, besonders bevorzugt sind jedoch 
partikulare Festphasen wie etwa Microbeads, insbesondere magnetische 
Microbeads, die eine besonders einfache Abtrennung erlauben. 

Alternativ konnen die transfizierten Zellen auch mit freien Bindemolekiilen 
in Kontakt gebracht werden. In diesem Fall tragen die freien Bindemolekule 
vorzugsweise eine Markierungs- oder/und eine Festphasenbindegruppe. 
BeispielefurgeeigneteMarkierungs-oder/und Festphasenbindegruppensind 
Biotin, Biotinderivate, z.B. Iminobiotin, Aminobiotin oder Desthiobiotin, 
Haptene, z.B. Digoxigenin, Fluorescein, Enzyme, z.B. Peroxidase oder 
alkalische Phosphatase oder Farbstoffe, z.B. Fluoreszenzfarbstoffe wie etwa 
Fluorescein, Phycoerythrin, Rhodamin, Peridinin-Chlorophyll-Protein, 
Texasrot oder Derivate davon. 

Bei Verwendung eines Bindemoiekuis, welches eine Festphasenbindegruppe 
wie etwa Biotin, ein Biotinderivat oder ein Hapten tragt, kann die mit dem 
Bindemolekul markierte Zelle an eine Festphase gekoppelt werden, welche 
mit der Festphasenbindegruppe des Bindemoiekuis reagieren kann. Bei 
Verwendung eines Bindemoiekuis, welches eine Biotingruppe tragt, kann 
man beispielsweise die den negativen Selektionsmarker exprimierenden 
Zellen durch Bindung an eine Avidin- oder Streptavidin-beschichtete 
Festphase identifizieren und von unmarkierten Zellen abtrennen. 
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Bei Verwendung eines Bindemolekuls, welches eine enzymatische Markie- 
rungsgruppe tragt, konnen die den negativen Selektionsmarker exprimieren- 
den Zellen nach Zugabe eines Enzymsubstrats durch eine enzymkatalysierte 
Farbreaktion identifiziert und gegebenenfalls von unmarkierten Zellen 
abgetrennt werden. Diese Identifizierung kann beispielsweise durch 
Auftragen der Zellen auf einem Objekttrager und anschlieliende mikrosko- 
pische Analyse erfolgen. 

Wenn man ein Bindemoiekul verwendet, welches einen Fluoreszenzfarbstoff 
tragt, konnen die den negativen Selektionsmarker exprimierenden Zellen 
durch durchfluftzytometrische Analyse identifiziert und von unmarkierten 
Zellen abgetrennt werden. Dieses Abtrennverfahren ist schnell und einfach 
und kann in ublichen FACS Geraten durchgefuhrt werden, welche das 
Setzen von Fluoreszenz-Fenstern und eine Zellsortierung ermoglichen. 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist ein rekombinanter 
Vektor, der zur Verwendung als Transfektionsvektor im erfindungsgema&en 
Verfahren geeignet ist. Dieser Vektor umfa&t: 

(a) zwei flankierende, zu einer Zielsequenz in einer Zelle homologe 
Nukleotidsequenzen, 

(b) eine fur einen positiven Selektionsmarker kodierende Nukleotidse- 
quenz unter Kontrolle einer in der Zelle aktiven Expressionskontroll- 
sequenz, die sich innerhalb der zwei f lankierenden Sequenzen gemafc 
(a) befindet, 

(c) eine fur einen negativen Selektionsmarker kodierende Nukleo- 
tidsequenz unter Kontrolle einer in der Zelle aktiven Expressionskon- 
trolisequenz, die sich aufierhalb der flankierenden homologen 
Nukleotidsequenzen befindet und deren Expressionsprodukt ein an 
der Zelloberfiache lokalisiertes Polypeptid ist. 

Wenn der rekombinante Vektor zur Aktivierung eines in der Wirtszelle 
endogen voriiegenden Gens eingesetzt werden soil, enthalt er zwischen den 
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zwei flankierenden homologen Nukleotidsequenzen noch eine heteroioge 
Expressionskontrollsequenz, die in der Wirtszelle aktiv ist. Diese Ex- 
pressionskontrollsequenz umfasst einen Promoter und vorzugsweise weitere 
expressionsverbessernde Sequenzen, z.B. einen Enhancer. Der Promotor 
kann ein regulierbarer oder ein konsitutiver Promotor sein. Vorzugsweise ist 
der Promotor ein starker viraler Promotor, z.B. ein SV40- oder ein CMV- 
Promotor. Besonders bevorzugt ist der CMV-Promotor/Enhancer. 

Wenn eine Amplifikation des Zielgens in der transfizierten Wirtzelle 
gewunscht wird, enthalt der rekombinanter Vektor ein Amplifikationsgen 
zwischen den beiden flankierenden Sequenzen. Beispiele fur geeignete 
Amplifikationsgene sind Dihydrofolatreduktase, Adenosindeaminase, 
Ornithindecarboxylase etc. Ein besonders bevorzugtes Amplifikationsgen ist 
das Dihydrofolatreduktasegen, insbesondere ein fur eine Dihydrofolatre- 
duktase-Arginin-Mutante kodierendes Gen, die eine geringere Sensitivitat fur 
das selektive Agens (Methotrexat) besitzt als das Wildtyppolypeptid 
(Simonsen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983), 2495). 

Die fur den negativen Selektionsmarker kodierende Nukleotidsequenz kann - 
wie zuvor erlautert - vorzugsweise aus membranstandigen Rezeptoren oder 
membranstandigen, die Ligandenbindedomane des jeweiligen Rezeptors 
enthaltenden Rezeptorfragmenten ausgewahlt werden. 

Die flankierenden, zu einer Zielsequenz homologen Nukleotidsequenzen 
konnen aus beliebigen chromosomalen Bereichen des Genoms der zu 
transfizierenden Zelle, die vorzugsweise eine eukaryontische Zelle, 
besonders bevorzugt eine Saugerzeile und am meisten bevorzugt eine 
humane Zelle ist, ausgewahlt werden. Bei humanen Zellen werden die 
flankierenden homologen Nukleotidsequenzen vorzugsweise aus dem 
Bereich der Gene fur humane Faktoren, z.B. EPO, tPA, G-CSF, GM-CSF, 
TPO f Interleukinen, Interferonen, Wachstumsfaktoren, Insulin, insulinartigen 
Wachstumsfaktor etc. stammen. 
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Dieflankierenden homologen Nukleotidsequenzen konnen den kodierenden 
Bereich des Zielgens oder einen Teil davon umfassen. In diesem Teil konnen 
sie so ausgewahlt werden, date sie bei homologer Rekombination eine 
Mutation im kodierenden Bereich des reifen Zielpolypeptids gegenuber der 
endogen in der Zelle voriiegenden Sequenz verursachen. Diese Mutation 
kann Substitutionen, Deletionen und insertionen einzelner Aminosauren oder 
ganzer Aminosaureabschnitte umfassen. 

Noch ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist die Ver- 
wendung von membranstandigen Oberflachenrezeptoren als negativer 
Selektionsmarker in einem Verfahren der homologen Rekombination. 

Weiterhin wird die Erfindung durch die nachfolgenden Beispiele und 
Abbildungen erlautert. Es zeigen: 

Abbildung 1 : Eine schematische Darstellung des Prinzips der homolo- 



Abb. 3a und b: Ergebnisse einer FACS-Analyse von dLNGFR exprimie- 
renden und nicht exprimierenden Zellen, 



Abbildung 2: 



gen Rekombination unter erfindungsgemafcer Verwen- 
dung einer negativen Selektion durch dLNGFR, 
die Restriktionskarte des Plasmids pSV-dLNGFR, 



Abbildung 4: 
Abbildung 5: 



die Restriktionskarte des Plasmids p187-dLNGFR, 
das Ergebnis einer FACS-Analyse zur Unterscheidung 
von dLNGFR negativen und positiven Zellen, 



Beispiele 



Methoden 



Rekombinante DNA-Technik 
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Zur Manipulation von DNA wurden Standardmethoden benutrt r wie sie bei 
Sambrook, J. et al. (1989) in: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 
beschrieben sind. Die verwendeten molekularbiologischen Reagenzien 
wurden nach den Angaben des Herstellers eingesetzt. 

Transfektion von humanen Zellinien, Kultivierunq und Klonieruna 

Der Vektor lag gelost in einer Konzentration von 1 //g///l bidestilliertem 
Wasser vor. Um eine hohe Transfektionseffizienz zu gewahrleisten, wurden 
die Zellen mit Hilfe der Elektroporation (BioRad, Genepulser™) unter zuvor 
als optimal bestimmten Bedingungen transfiziert (960 ^/F/260 MV/18- 
22 jjS). Als eine geeignete Zellinie wurde die adharent wachsende humane 
Fibrosarkomlinie HT1080 (ATCC CCL 121) in einer Konzentration von 
10 7 ZelIen/0,8 ml eingesetzt. Vor und nach der Transfektion wurden die 
Zellen fur ca. 1 0 min auf Eis gehalten, um die Zellmembran wieder zu rekon- 
stituieren. 

Transfektierte Zellen wurden in T-175 Kulturflaschen ausgesat und bei 
37°C und 7% C0 2 im Brutschrank kultiviert. Nach 24 h wurde Selektions- 
druck durch Zugabe von G41 8 (0,8 //g/ml) angelegt. 

Nach 14 Tagen in Kultur zeigten sich resistente Klone in der Kulturschale. 
Nachdem groBere Foci ausgewachsen waren f wurden die Zellen mit PBS 
gewaschen, trypsiniert und als Einzelzellsuspension gefarbt. 

FACS-Analvse 

Die Farbeschritte wurden mit 10 5 Zellen/Ansatz auf Eis durchgefuhrt. Der 
als Primarantikorper zugegebene Anti-dLNGFR-Antikorper aus der Maus 
wurde durch Zugabe eines Sekundar-Antikorpers aus der Ziege detektiert (a- 
mlgG-FITC/l:25, Caltag). Als Kontrolle fur unspezifische Bindung wurden 
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die Zellen mit dem Sekundar-Antikorper allein angefarbt. Tote Zellen wurden 
durch Zugabe von Propidiumiodid (10 //g/mi) detektiert. Die Analysen 
wurden auf einem FACS-Vantage (Fa. Becton Dickinson) nach den Angaben 
des Herstellers durchgefuhrt. Die spezifische Fiuoreszenz der dLNGFR- 
5 exprimierenden Zellen wurde im FL-1 Kanal, die toten Zellen im FL-3 Kanal 
erfafet. 

Beispiel 1 

io Herstellunq des Expressionskonstrukts fur dLNGFR 

Das Gen fur dLNGFR (WO 95/06723, Boehringer Mannheim GmbH), das 
965 Bp umfafct, wurde mit Hilfe der PCR-Technik amplifiziert. Durch die 
verwendeten Primer wurden an beiden Enden Schnittstellen fur die Enzyme 
15 EcoRI bzw. Sail eingefuhrt. Nach der Ampiifikation wurden die PCR- 
Fragmente mit beiden Enzymen geschnitten. 

Der Vektor pSV1, der den fruhen SV40 Promoter und das SV40 polyA- 
Signal enthait (Okayama und Berg, Mol. Cell. Biol. 3 (1983), 280-289; 

20 Mulligan und Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78 (1981), 2072-2076) 
wurde ebenfalls mit EcoRI und Sail geschnitten. Der isolierte Vektor besitzt 
eine GroSe von 3490 Bp. Das dLNGFR-Fragment wurde in den Vektor pSVI 
ligiert. Das Gen fur dLNGFR steht unter der Expressionskontrolle des fruhen 
SV40 Promoters und des SV40 Poly-Signals. Die gesamte Expressions- 

25 kassette umfaftt 1 900 Bp. Der resultierende Vektor pSV-DLNGR ist in Abb. 
2 dargestellt. 

Beispiel 2 



30 Test der Expressionskassette auf Funktionalitat 
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Zellen der Linie HT1080 wurclen mit dem Plasmid pSV-DLNGFR wie oben 
beschrieben transient transfiziert. Nach zwei Tagen Wachstum wurden die 
Zellen auf Expression von dLNGFR mit Hilfe des monoklonalen Anti-dLNGFR- 
Antikorpers anaiysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 3 wiedergegeben, die 
zeigt, daB dLNGFR-exprimierende und nicht-exprimierende Zellen durch 
FACS-Analyse unterscheidbar sind. Sie zeigt weiter, da& die Reaktion des 
Anti-dLNGFR-Antikorpers spezifisch ist fur transfizierte Zellen. 

Beispiei 3 

Klonieruno des dLNGFR-Expressionskassette in einen Gentargetinqvektor 

Die dLNGFR-Expressionskassette wurde mit den Restriktionsenzymen Notl 
und Pvul! aus pSV-DLNGFR isoliert. Der Targetingvektor 'pi 87' fur das 
humane EPO-Gen (beschrieben in EP 97 1 12 649.5 und EP 97 112 640.5 
siehe Abb. 4b) wurde mit Notl und EcoRV geschnitten. Das 14551 Bp 
grofce Vektorfragment wurde isoliert und mit der dLNGFR-Expressions- 
kassette ligiert (Abb. 4) Das resultierende Plasmid 'p1 87-DLNGFR' wurde in 
E.coli transferiert und darin propagiert. 

Beispiei 4 

Test auf negative Selektion im FACS-Scan 

HT1080«Zellen wurden mit p1 87-DLNGFR transfiziert und auf stabile 
Integration selektiert, d.h. 24 Stunden nach der Transfektion wurde G418 
zum Medium zugegeben. Die erste FACS-Analyse wurde nach ca. 3 
Wochen Wachstum durchgefuhrt und zwar nach der Bildung erster Foci, 
deren Zellen gepoolt wurden. Wie in Abbildung 5 gezeigt, konnen nach 
dieser Zeit dLNGFR-negative Zellen, hier 14% der Population, von den 
dLNGFR-exprimierenden Zellen durch FACS-Analyse unterschieden werden. 
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In dieser Zellpopulation befinden sich neben dem selten auftretenden 
Ereignis der homologen Rekombination auch solche Zellen, die eine zu 
geringe Rezeptordichte auf ihrer Oberflache aufweisen und daher vom 
Nachweissystem nicht erkannt werden. Auf diese Weise kann jedoch die 
Anzahl der Klone, die anschlieSend auf Expression des Zielgens getestet 
werden mussen, deutlich reduziert werden (hier 14 von 100%). 

Befindet sich in einem Transfektionsansatz kein Klon, der den Targetingvek- 
tor homolog rekombiniert vorliegen hat, so kann dieser Umstand im 
Vergleich zum konventionellen Screening ohne groften Arbeitsaufwand 
gezeigt werden. Das Fehlen homolog rekombinierter Klone wird durch das 
Auftreten einer zu 100% mit Anti-dLNGFR-Antikorper reagierenden 
Population demonstriert. Das weitere Screening auf Expression des Zielgens 
kann dann entfalien. 



WO 99/20780 



PCT/EP98/06616 



- 14 - 
Anspruche 

1 . Verfahren zur Einfuhrung fremder DNA in eine Wirtszelle durch 
homologe Rekombination, wobei die Wirtszelle mit einem rekom- 
binanten Vektor transfiziert wird, umfassend zwei flankierende, zu 
einer Zielsequenz im Genom der Wirtszelle homologe Nukleotidse- 
quenzen, innerhalb derer sich eine fur einen positiven Selektions- 
marker kodierende Nukleotidsequenz befindet, und aufcerhalb der 
flankierenden Sequenzen eine fur einen negativen Selektionsmarker 
kodierende Nukleotidsequenz, die jeweils operativ verknupft sind mit 
einer in der Wirtszelle aktiven Expressionskontrollsequenz, 
dadurch gekennzeichnet, 

date als negatives Selektionsmarkergen mindestens eine fur ein an der 
Zeiloberflache lokalisiertes Polypeptid kodierende Nukleotidsequenz 
verwendet wird, wobei nach einer Integration des Vektors durch 
homologe Rekombination in das Genom der Zelle das negative 
Selektionsmarkergen nicht exprimiert wird und nach einer zufalligen 
Integration des Vektors in das Genom der Zelle das negative Selek- 
tionsmarkergen exprimiert und dessen Genprodukt auf der Zeilober- 
flache prasentiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS man einen Selektionsschritt auf das Vorhandensein des positiven 
Selektionsmarkergens und einen weiteren Selektionsschritt auf die 
Abwesenheit des negativen Selektionsmarkergens durchfuhrt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

da(S die Selektion auf die Abwesenheit des negativen Selektions- 
markergens die Schritte umfasst: 
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(a) InkontaktbringendertransfiziertenZeilenmiteinemBindemole- 
kul, das an das Genprodukt des negativen Selektionsmarker- 
gens bindet, und 

(b) Abtrennen der das gebundene Bindemolekul enthaltenden 
Zellen. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS ein negatives Selektionsmarkergen verwendet wird, das fur einen 
LNGF-, einen CD24-, einen LDL-, einen trk-Rezeptor oder ein 
membranstandiges, die Ligandenbindedomane enthaltendes Fragment 
des Rezeptors kodiert. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft als Bindemolekul ein Antikorper verwendet wird r der gegen das 
Genprodukt des negativen Selektionsmarkergens gerichtet ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi als Bindemolekul ein naturlicher Bindepartner des negativen 
Selektionsmarkers oder ein Anaiogon davon verwendet wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS man ein Bindemolekul verwendet, das an eine Festphase 
gekoppelt ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dall als Festphase magnetische Mikrobeads verwendet. 
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9. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& man ein Bindemolekul verwendet, das eine Markierungs- 
oder/und eine Festphasebindegruppe tragt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Markierungs- oder/und Festphasenbiindegruppe ausgewahit 
wird aus Biotin, Biotinderivaten, Haptenen, Enzymen und Farbstoffen. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Biotin oder ein Biotinderivat ausgewahit aus Iminobiotin, 
Aminobiotin und Desthiobiotin verwendet, 

12. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man als Enzym eine alkalische Phosphatase oder Peroxidase 
verwendet. 

13. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man als Farbstoff einen Fluoreszenzfarbstoff verwendet. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc man als Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein, Phycoerythrin, 
Rhodamin, Peridinin-Chlorophyll-Protein oder Texasrot verwendet. 
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1 5. Verfahren nach Anspruch 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die den negativen Selektionsmarker exprimierenden Zellen durch 
Bindung an eine Avidin- oder Streptavidin-beschichtete Festphase 
identifiziert werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die den negativen Selektionsmarker exprimierenden Zellen durch 
eine enzymkatalysierte Farbreaktion identifiziert werden. 



17. Verfahren nach einem der Anspruche 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

da(5 die den negativen Selektionsmarker exprimierenden Zellen durch 
durchflu&zytometrische Analyse identifiziert werden. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Zelle eine eukaryontische Zelle, vorzugsweise eine Sauger- 
zelle und besonders bevorzugt eine humane Zelle ist. 

19. Rekombinanter Vektor umfassend, 

(a) zwei flankierende, zu einer Zielsequenz in einer Zelle homologe 
Nukleotidsequenzen, 

(b) eine fur einen positiven Selektionsmarker kodierende Nukleo- 
tidsequenz unter Kontrolle einer in der Zelle aktiven Expres- 
sionskontrollsequenz, die sich innerhalb der flankierenden 
Sequenzen gemafc (a) befindet, und 

(c) eine fur einen negativen Selektionsmarker kodierende Nukleo- 
tidsequenz unter Kontrolle einer in der Zelle aktiven Expres- 
sionskontrollsequenz, die sich auBerhalb der flankierenden 
homologen Nukleotidsequenzen befindet und deren Expres- 
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sionsprodukt ein an der Zelloberflache lokalisiertes Polypeptid 
ist. 

20. Vektor nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die flankierenden homologen Nukleotidsequenzen ausgewahlt 
sind aus dem Bereich eines Gens fur EPO, tPA, G-CSF, GM-CSF, 
TPO, ein Interieukin, ein Interferon, einen Wachstumsfaktor f Insulin 
oder insulinartigen Wachstumsfaktor. 

21 . Vektor nach einem der Anspruche 19 oder 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die fur den positiven Selektionsmarker kodierende Nukleotidse- 
quenz ein Neomycin-, Kanamycin, Geneticin- oder Hygromycin- 
Resistenzgen ist. 

22. Vektor nach einem der Anspruche 19 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

da&die fur den negativen Selektionsmarker kodierende Nukleotidse- 
quenz eine fur einen LNGF-, CD24-, LDL-, trk-Rezeptor oder ein 
membranstandiges, die Ligandenbindedomane davon enthaltendes 
Fragment kodierende Sequenz ist. 

23. Vektor nach einem der Anspruche 19 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er innerhalb der flankierenden Sequenzen weiterhin eine 
heterologe Expressionskontrollsequenze enthalt. 

24. Vektor nach Anspruch 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali die Expressionskontrollsequenz einen CMV-Promotor umfasst. 
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25. Vektor nach einem der Anspruche 1 9 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& er innerhalb der flankierenden Sequenzen weiterhin ein Amp- 
lifikationsgen enthalt. 

26. Vektor nach einem der Anspruche 19 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

daSdie flankierenden homologen Nukieotidsequenzen den kodieren- 
den Bereich des Zielgens oder einen Teil davon umfassen. 

27. Vektor nach Anspruch 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die flankierenden homologen Nukieotidsequenzen so ausgewahlt 
sind, dalibei homologer Rekombination eine Mutation im kodierenden 
Bereich des reifen Zielpolypeptids auftritt. 

28. Verwendung eines Vektors nach einem der Anspruche 19 bis 27 in 
einem Verfahren der homologen Rekombination. 

29. Verwendung von membranstandigen Oberflachenrezeptoren als 
negativer Selektionsmarker in einem Verfahren der homologen 
Rekombination. 
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Abb.1 

Prinzip der homotogen Rekoinbination unter negativer Selektion durch 
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Abb. 2 

Restriktionskarte des Plasmids pSV-DLNGFR 
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Abb. 5 
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dem beanspruchten Prtorit&tedatum veroflentHcht worden ist 



T" Spatere Veroffentllchung, die nach dem internationalen Anmeidedatum 
Oder dem Priorttatsdatum ver6f1ent0cht worden ist und mft der 
AnmekJung nicht kollidlert, aondem nur zum Verstandnis des dor 
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